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Biotehnološka proizvodnja lakaz in njihova uporaba pri razvoju mikrobiosenzorja   
 
Povzetek: Lakaze so zaradi sposobnosti oksidacije najrazličnejših substratov industrijsko zelo 
zanimivi encimi, obenem pa zaradi možnosti pretvorbe številnih fenolnih spojin igrajo 
pomembno vlogo pri varovanju okolja ter pri razvoju biosenzorjev. Senzorji na osnovi lakaz 
so pomembni za analizo kvalitete voda, kjer z njimi zaznavamo prisotnost strupenih fenolnih 
spojin, prav tako pa se uveljavljajo na področju analize antioksidantov v živilih. Z 
miniaturizacijo senzorjev zmanjšamo čas analize, stroške reagentov in količino odpadkov.  
 
V pričujočem delu sem submerzno gojila glive bele trohnobe Trametes versicolor, Trametes 
gibbosa in Dichomitus squalens, ki so znane proizvajalke izvenceličnih lakaz. V filtratih 
produkcijskih gojišč sem ovrednotila lakazno aktivnost ter njeno odvisnost od pH vrednosti. 
Izbrani filtrat z najvišjo vsebnostjo lakaz sem uporabila za reakcijo oksidacije v 
mikropretočnem sistemu, v katerega sem uspešno integrirala miniaturiziran pretočni 
spektrofotometrični detektor in senzor za raztopljeni kisik. Rezultati in-line meritev produkta 
oksidacije na izstopu iz mikroreaktorja so primerljivi z meritvami v konvencionalnem 
spektrofotometru, kar je dobra osnova za nadaljnji razvoj miniaturiziranega pretočnega 
biosenzorja na osnovi lakaz. 
 
Ključne besede: lakaze, encimska aktivnost, submerzno gojenje, mikropretočni sistem, 
biosenzor 
 
Bioctehnological laccases production and their use in a microbiosensor development  
 
Abstract: Laccases are industrially relevant enzymes because of their ability to oxidize a wide 
variety of substrates. At the same time, they play an important role in environmental protection 
and biosensor development due to their ability to transform many phenolic compounds. 
Laccase-based sensors are important for water analysis, where they detect the presence of toxic 
phenolic compounds, and are also used in the food industry to detect antioxidants. By 
miniaturizing the sensors, we reduce analysis time, reagent costs and waste. 
 
In the present work, the submerged cultivation of the white rot fungi Trametes versicolor, 
Trametes gibbosa and Dichomitus squalens, which are known producers of extracellular 
laccase, was studied. Laccase activity in the filtrate of the production medium and its 
dependence on pH were evaluated. The filtrate with the highest laccase activity was used for 
the oxidation reaction in the microfluidic system, in which a miniaturized flow 
spectrophotometric detector and an oxygen microsensor were successfully integrated. The 
results of in-line measurements of the oxidation product at the outlet of the microreactor were 
comparable to the measurements in a conventional spectrophotometer, which provides a good 
basis for further development of a miniaturized laccase-based flow-through biosensor. 
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Sprememba absorbance v časovni enoti [min-1] 
𝜺𝝀 ekstinkcijski koeficient značilen za določeno valovno dolžino [M
-1cm-1] 
∆R upornost z odštetim ozadjem [Ohm] 
A405 absorbanca merjena pri valovni dolžini 405 nm 
A420 absorbanca merjena pri valovni dolžini 420 nm 
A595 absorbanca merjena pri valovni dolžini 595 nm 
c koncentracija snovi v vzorcu [mol/L] 
cABTS koncentracija ABTS 
cABTS* koncentracija ABTS* 
cBSA koncentracija BSA 
cproteini (D.s.) koncentracija proteinov v filtratu kulture glive D. squalens [µg/mL] 
cproteini (T.g.) koncentracija proteinov v filtratu kulture glive T. gibbos a [µg/mL] 
cproteini (T.v.) koncentracija proteinov v filtratu kulture glive T. Versicolor [µg/mL] 
EA encimska aktivnost izražena kot količina encima, ki pretvori 1 µmol 
substrata v 1 min [U/L] 
f konverzijski faktor 




I0 jakost svetlobe, ki obseva vzorec 
I1 jakost prepuščene svetlobe skozi vzorec 
l dolžina optične poti žarka [cm] 
pO2 koncentracija raztopljenega kisika [%] 
pO2(ABTS) koncentracija raztopljenega kisika v vstopni raztopini ABTS [%] 
pO2(encimski filtrat) koncentracija raztopljenega kisika v vstopni raztopini encimskega 
filtrata [%] 
pO2(pufer) koncentracija raztopljenega kisika v pufru [%] 
R upornost [Ohm] 
Ve volumen encimskega filtrata [mL] 
Vr volumen reakcijske mešanice [L] 














3-HAA 3-hidroksiantranilinska kislina (ang. 3-Hydroxyanthranilic acid) 
ABTS 2,2' azinobis-(3-etilbenzotiazolin – 6-sulfonska kislina) 
ABTS*  radikal ABTS 
Arg arginin 
BSA goveji serumski albumin 
FIA analiza na osnovi pretočnega sistema (ang. flow-injection 
analysis) 
HBT 1-hidroksi benzotriazol 
His histidin 
Lac lakaza 
Lac (D.s) lakaza iz D. squalens 
Lac (T.g) lakaza iz T. gibbosa 
Lac (T.v) lakaza iz T. versicolor 
Lys lizin 
Sub substrat 
Sub* prosti radikal substrata 








Ostra konkurenca na področju kemijske in biokemijske industrije narekuje nenehno iskanje 
novih tehnoloških rešitev, ki bodo omogočale višje donose, manjše stroške in prijaznost okolju. 
Ena izmed obetavnih alternativ konvencionalnim procesom je zagotovo miniaturizacija 
reaktorjev, ki se počasi, toda vztrajno vpeljuje v vse veje kemijskega in biokemijskega 
inženirstva. V vedno večji meri je mikrofluidika prisotna v biotehnologiji, medicinski 
diagnostiki in okoljskem inženirstvu. [1] 
 
Biotransformacije na mikroprocesnem nivoju odlikujeta učinkovit dostop substrata do 
aktivnega mesta, boljši časovni in prostorski nadzor procesa, lažje čiščenje končnega produkta 
in krajši zadrževalni časi za dosego enake stopnje pretvorbe, kar je spet povezano tako s 
stroškovnimi kot tudi okoljskimi vidiki procesa. [1]  
 
V primerjavi s kemijsko sintezo nam biotransformacije ponujajo nekatere pomembne 
prednosti, predvsem specifičnost, stereoselektivnost, izvajanje reakcij v blagih pogojih in večjo 
ekološko sprejemljivost takšnih procesov.  
 
Lakaze (EC 1.10.3.2, benzendiol:kisik-oksidoreduktaze) veljajo za zelo zanimive encime za 
industrijske reakcije oksidacije, saj lahko oksidirajo najrazličnejše substrate. Ker imajo 
encimske reakcije več prednosti v primerjavi s tradicionalnimi kemičnimi procesi, 
predstavljajo velik potencial za optimizacijo industrijskih procesov tako z ekonomskega kot 
tudi okoljskega vidika. S pomočjo kisika katalizirajo oksidacijo o-, p-difenola, aminofenola, 
polifenola, poliamina, lignina, nekaterih anorganskih ionov, aromatskih aminov in različnih 
nefenolskih spojin, kar jim daje velik biotehnološki pomen. Za svoje katalitsko delovanje 
potrebujejo le kisik iz zraka, pri čemer je voda edini stranski produkt. Pridobivamo jih iz gliv 
bele trohnobe, kot so npr. Trametes versicolor, Dichomitus squalens in Trametes gibbosa.  [2, 
3] 
 
Mikro totalni analizni sistemi (µTAS), so v zadnjih 10-15 letih znova vzbudili zanimanje zaradi 
premagovanja fizikalnih veličin. Majhen obseg zmanjša čas, ki je potreben za sintezo in analizo 
izdelka, saj je večji nadzor nad molekularnimi interakcijami dosežen na mikroskalni ravni. 
Poleg tega se stroški reagentov in količina kemičnih odpadkov lahko zelo zmanjšajo. V začetku 
enaindvajsetega stoletja je postalo jasno, da predstavlja lab-on-a-chip izjemno učinkovito 
orodje na številnih področjih uporabe. [4] 
 
Glede na prednosti integracije mikrofluidnih in biosenzorskih tehnologij združitev kemičnih in 
bioloških komponent v enotno platformo omogoča in ponuja nove priložnosti za prihodnje 
aplikacije biozaznavanja, vključno s prenosljivostjo, razpoložljivostjo, zaznavanjem v realnem 
času, natančnostjo brez primere in hkratno analizo različnih analitov v eni napravi. [5] 
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2 Pregled literature 
2.1 Glivne lakaze: encimi neverjetnih sposobnosti 
 
Lakaze (Lac; EC 1.10.3.2.; benzendiol:kisik-oksidoreduktaze) uvrščamo v skupino 
polifenolnih oksidaznih encimov, ki v svojem katalitičnem centru vsebujejo atome bakra, 
zaradi česar jih imenujemo tudi (multi)bakrove oksidaze. Ime lakaze izvira iz 19. stoletja, ko 
je japonski znanstvenik Yoshida (1883) preučeval in opisoval kemijsko sestavo rastlinskega 
soka drevesa Rhus vernicifera. S tem so verjetno lakaze tudi najstarejši preučevani encimi. 
Prisotne so pri rastlinah, glivah in bakterijah, odkrili pa so jih tudi pri insektih. [2, 3, 6] 
 
Rastlinske lakaze sodelujejo v procesu sinteze lignina, glivne lakaze pa lignin v olesenelih 
celičnih stenah razgrajujejo. Poleg tega imajo glivne lakaze tudi številne druge vloge, saj 
sodelujejo pri biosintezi pigmentov, morfogenezi, sporulaciji, odzivu na stres itd. Sposobne so 
tudi razgradnje toksičnih spojin, ki so strukturno podobne ligninu. [2, 3] 
 
2.1.1 Struktura in delovanje glivnih lakaz 
 
Večina glivnih lakaz je zunajceličnih monomernih globularnih beljakovin z molekulsko maso 
med približno 60 in 70 kDa in izoelektrično točko okoli vrednosti pH 4. Danes je poznanih 
nekaj kristalnih struktur lakaz nekaterih gliv prostotrosnic. 
 
Slika 1: Model zgradbe lakaze iz glive Trametes versicolor [6]. Opazimo lahko 4 atome bakra v temno modri barvi in označene 
domene z zeleno (domena 2), sivo (domena 3) in rdečo barvo (domena 2). 
Na sliki 1 je prikazan model zgradbe lakaze iz glive Trametes versicolor. Lakaze vsebujejo 4 
atome bakra, ki se nahajajo na različnih mestih v strukturi encima in jih glede na njihove 
spektroskopske in elektronske paramagnetne lastnostni razvrščamo v tri skupine. Večina lakaz 
vsebuje po en bakrov ion tipa 1 (Cu1, na mestu T1) in tipa 2 (Cu2, na mestu T2), ter dva 
bakrova iona (Cu3) tipa 3 na mestu T3. Značilno modro barvo lakazam daje Cu1. Atomi bakra 
na mestu T2 in T3 so zelo blizu skupaj in tvorijo tako imenovani triatomski grozd. [2, 3] 
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Lakaze katalizirajo enoelektronsko oksidacijo substrata, pri čemer se bakrovi atomi reducirajo 
in nastanejo kationski radikali. V prvotno stanje se encim povrne z redukcijo molekularnega 
kisika do vode (kemijska enačba 1). 
 
Slika 2: Shematski prikaz lakaznega katalitskega cikla, ki proizvaja dve molekuli vode z redukcijo ene molekule molekularnega 
kisika in sočasno oksidacijo štirih molekul substrata v ustrezne radikale. Sub: molekula substrata, Sub*: prosti radikal 
substrata [7]. 
Pri reakciji iz ene molekule kisika nastaneta dve molekuli vode, pri čemer se morajo do 
ustreznih radikalov oksidirati štiri molekule substrata (slika 2). Pri oksidaciji substrata se 
reducira Cu2+ na mestu T1, odvzet elektron pa se preko visoko ohranjenega tripeptidnega 
zaporedja His-Cys-His, ki povezuje baker na mestu T1 z bakri v triatomskem gozdu, prenese 
na mesto T2/T3. Tam se zgodi redukcija molekularnega kisika, saj triatomski gozd služi kot 
vezivno mesto za kisik.  
 
𝑂2 + 4𝐻
+ + 4𝑒− → 2𝐻2𝑂 (1) 
 
Pri reakciji nastali kationski prosti radikal nato odvisno od razmer v okolju naprej spontano 
polimerizira ali pa nadalje cepi vezi v organskem substratu. Natančen potek redukcije kisika 
kljub številnim raziskavam še ni povsem razjasnjen. [2, 3] 
 
Čeprav lakaze najraje delujejo na fenolne spojine, je njihov substratni spekter ogromen, in ker 
se obseg oksidiranih substratov razlikuje od lakaze do lakaze, to otežuje oblikovanje natančne 
opredelitve aktivnosti lakaz. Tako katalizirajo oksidacijo o- in p- benzendiolov, aminofenolov, 
mono- in polifenolov, aromatskih aminov in ob prisotnosti kelatorjev tudi nekatere anorganske 
ione (npr. Mn2+ do Mn3+).  
 
Tipični substrati so fenoli, saj so njihovi redoks potenciali dovolj nizki, da Cu1 dopuščajo 
odvzem elektrona. Cu1 se nahaja v vdolbini encima, ki je dovolj široka za številne raznolike 
substrate, zaradi česar je Cu1 primeren akceptor elektronov. Oksidacija substratov je namreč 
odvisna od razlike njihovega redoks potenciala in redoks potenciala Cu1. Z naraščanjem 
vrednosti pH se standardni redukcijski potencial fenolov zniža, vendar pa je aktivnost lakaze 
pri visokih vrednostih pH zmanjšana, saj se na ione bakra v triatomskem grozdu veže 
hidroksidni ion (OH-), ki prepreči prenos elektrona z mesta T1 na T2/T3. [2, 3] 
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Delovanje lakaz je direktno ali indirektno. Do indirektne oksidacije pride v primeru, ko je 
substrat prevelik oziroma je njegov redoks potencial previsok (nefenolni substrati). Kot že 
omenjeno, imajo lakaze nizek redoks potencial in lahko direktno reagirajo samo s substrati, ki 
imajo nizek redoks potencial. Za bolj odporne aromatske spojine je potrebno v katalitični 
mehanizem vključiti dodatne redoks mediatorje. Eden izmed prvih uporabljenih mediatorjev 
lakaze je bil 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolin)-6-sulfonska kislina (ABTS). Poznamo pa tudi 
druge mediatorje, kot so: 3-hidroksiantranilinska kislina (3-HAA), siringaldazin, 1-hidroksi 
benzotriazol (HBT) in violurna kislina. ABTS v reakciji, katalizirani z lakazo (slika 3), deluje 
kot ko-oksidant. Lakaze ga pretvorijo v stabilen kationski radikal. [2, 3] 
 
 
Slika 3: Modelna reakcija oksidacije ABTS substrata v prisotnosti lakaz do ABTS* produkta 
 
2.1.2 Glive bele trohnobe 
 
Glive grško imenujemo mikota, latinsko pa fungi. V večini knjig o glivah še vedno najdemo 
delitev kraljestva gliv na nižje in prave glive – razlika je v celični steni. Nižje glive je nimajo, 
medtem ko jo višje imajo. Razvrstitev ali taksonomija gliv običajno temelji na spolnih 
razmnoževalnih strukturah, ki jih proizvajajo organizmi. Povzeto po Brock biology of 
microorganism so glavna debla kraljestva gliv: zigomicete, askomicete (zaprtotrosnice), 
bazidiomcete (prostotrosnice) in deuteromicete. Samo deuteromicete proizvajajo konidije 
(nespolne spore) ostale pa spolne spore. Avtorji omenjajo da ostale delitve kraljestva vsebujejo 
še kitridiomicete (prave glive, ki oblikujejo zoospore z enim bičkom) in glomeromicete 
(simbionti z rastlinami, razmnožujejo se nespolno). [8] 
 
Glive bele trohnobe, ki povzročajo gnilobo na lesu oziroma trohnenje, spadajo v deblo 
bazidiomicet. Miceliji organizmov lahko prodrejo v notranjost celic in sprostijo lignolitične 
encime, ki razgrajajo les, ter za seboj puščajo belo maso.  
Proizvajajo tri vrste zunajceličnih encimov, ki neselektivno, a učinkovito napadajo lignin. To 
so lignin peroksidaza, mangan odvisna preoksidaza in lakaza. Čeprav lignin učinkovito 
razgradijo, ga ne morejo uporabiti kot vir energije a domnevajo, da ga razgradijo za dostop do 
celuloze v celični steni. [9] 
 
Izkazalo se je, da so ti encimski sistemi sposobni razgradnje velikega števila težko razgradljivih 
spojin (številne pesticide, poliaromatske ogljikovodike, poliklorirane bifenile in druge 
halogenirane arome, nekatera barvila, 2,4,6-trinitrotoluen in druge strupene kemikalije kot so 
Lakaze 
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cianidi, azidi, ogljikov tetraklorid in pentaklorofenol). Zaradi sposobnosti mineralizacije 
kompleksnih polimerov predstavljajo glive bele trohnobe s svojimi encimski sistemi dober 
potencial za mikoremediacije. Koncept razvoja okoljske tehnologije z uporabo gliv bele 
trohnobe so tako predlagali že v osemdesetih letih. [9] 
 
2.1.2.1 Dichomitus squalens 
 
Glivo D. squalens (slika 4) imenujejo tudi zahodna rdeča trohnoba, ker v začetni fazi trohnobe 
na lesu povzroči rjave lise, ki kasneje izginejo in spada med manj proučevane glive. V 
naravnem okolju ima težnjo po rasti na površini lesnega substrata, delovati začne predvsem v 
razpokah, ranah in mrtvih vejah dreves, kot so breza, bukev, smreka in bor. [18] 
 
Vse pogosteje je zastopana v številnih biotehnoloških aplikacijah. Njeni encimi namreč lignin 
razgrajajo selektivno, zato se kaže njen velik potencial v papirni industriji, kjer vedno bolj 
težijo k biološkemu in prijaznejšemu načinu recikliranja namesto uporabe kemikalij. Gliva je 
pokazala tudi velik potencial za čiščenje tekstilnih odpadnih voda, razbarvanje sintetičnih 
barvil in razgradnjo toksičnih snovi, kot so policiklični aromatski ogljikovodiki. [18] 
 
Zaradi narave rasti ji bolj odgovarja gojenje na lesenih nosilcih, vendar pa jo je moč gojiti tudi 
tako v submerznem gojišču na stresalniku kot tudi v laboratorijskih bioreaktorjih. [18] 
 
Taksonomska uvrstitev 
– kraljestvo: prave glive 
– deblo: prostotrosnice 
– poddeblo: Agaricomycotina 
– razred: Agaricomycetes 
– red: Polyporales 
– družina: polyporaceae 
– rod: Dichomitus 













Slika 4: Gliva Dichomitus squalens [10] 
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2.1.2.2 Trametes gibbosa 
 
Grbasta ploskocevka (slika 5) raste v gozdovih na štorih listavcev, predvsem na bukvah, 
posamično ali slojnato, in sicer ena nad drugo raste po več gob. Tako kot D. squalens je tudi ta 
gliva bolj slabo proučevana. Lahko bi imela pomembno vlogo v različnih biotehnoloških 
procesih, in sicer zaradi velikega potenciala za proizvodnjo aktivne lignin peroksidaze, Mn-
oksidativnih peroksidaz in lakaze, zunajceličnih encimov, bistvenih pri razgradnji lignina, 
fenolnih in nefenolskih spojin. [11] 
 
Taksonomska uvrstitev: 
– kraljestvo: prave glive 
– deblo: prostotrosnice 
– poddeblo: Agaricomycotina 
– razred: Agaricomycetes 
– red: Polyporales 
– družina: polyporaceae 
 – rod: Trametes 
  – vrsta: Trametes gibbosa 
 
 
Slika 5: Gliva Trametes gibbosa [12] 
2.1.2.3  Trametes versicolor  
 
Gliva Trametes versicolor (slika 6) je pri nas znana pod imenom pisana ploskocevka, na 
Kitajskem pa jo imenujejo »yun zhi«. Mnogobarvni klobuk spominja na rep divjega petelina, 
zato je znana tudi pod imenom »puranji rep«. Je lesna gliva bele trohnobe, ki razgrajuje lignin 
in deloma celulozo. Raste na odpadlih vejah, podrtih ali stoječih odmrlih deblih in tudi panjih 
listavcev. Je zelo pogosta gniloživka in hitro preraste vso leseno površino. Trosnjak je 
pahljačaste oblike in s strani priraščen na leseno podlago. Iz narastišča poganja več trosnjakov, 
tako po višini kot tudi po širini. Je ena izmed redkih gob, ki rastejo v gozdovih vseh vrst 




Kot zanimivost naj povem, da jo v kitajskem ljudskem zdravilstvu uporabljajo pri zdravljenju 
bolezni pljuč in dihal, pri zmanjšanju izmečka pa tudi za boljši prebavo. Glivo uporabljajo tudi 
kot antibiotik pri zdravljenju hepatitisa, vnetjih sečil in prebavnega trakta.  
 
Tudi ta gliva proizvaja ligninolitične encime in ima učinkovito sposobnost razgradnje lignina, 




– kraljestvo: prave glive 
– deblo: prostotrosnice 
– poddeblo: Agaricomycotina 
– razred: Agaricomycetes 
– red: Polyporales 
– družina: polyporaceae 
 – rod: Trametes 
  – vrsta: Trametes versicolor 
 
 
Slika 6: Gliva Trametes versicolor [14] 
 
2.1.2.4 Gojenje gliv bele trohnobe v tekočem gojišču 
 
Submerzno gojenje gliv vključuje rast organizma v gojišču, ki je bogato s hranili in za 
organizem dostopnim kisikom (aerobni pogoji). V industriji proizvajajo predsem encime s 
submerznim gojenjem. Gojenje gliv je v reaktorju dokaj težko, še posebej to velja za 
filamentozne oz. nitaste glive, kamor uvrščamo tudi glive bele trohnobe. Te lahko namreč 
nekontrolirano rastejo in s tem otežujejo transport snovi in kisika v glivne celice in iz njih. 
Morfološke značilnosti micelijskih kultur so bile določene kot eden ključnih parametrov pri 
submerzni kultivaciji. Morfološki tip in z njo povezana fiziologija sta močno odvisna od 
okoljskih razmer v bioreaktorju in posledično vplivata na reološke lastnosti gojišča in s tem na 




Različni pogoji gojenja povzročajo različne morfološke in fizikalno-kemijske značilnosti 
glivnih hifnih elementov in s tem njihovo težnjo k združevanju. Posledično lahko na 
makroskopski ravni ločimo nitasto rastno obliko, kjer se hife v mediju prosto razpršijo, in 
peletno obliko, kjer micelij razvije sferične agregate, sestavljene iz močno zapletenih mrež hif. 
[15] 
 
Filamentozne glive rastejo pri submerznem gojenju v obliki dispergiranega micelija ali pa 
tvorijo kompaktno peletno strukturo. Dispergiran micelij je homogena, premešana suspenzija, 
sestavljena iz številnih različno velikih osnovnih gradnikov micelija, t. i. hif. Za takšno 
suspenzijo je značilno nenewtonsko obnašanje fermentacijske brozge, katere viskoznost je 
odvisna od mešanja, masni transport kisika in hranil pa je zelo omejen. To posledično vodi v 
zmanjšanje učinkovitosti mešanja in povečanje stroškov fermentacije. [16, 17, 18] 
 
Veliko boljši način je gojenje gliv v peletni obliki. Uvrščamo jo med naravne oblike 
samoimobilizacije, ki je posledica agregacije delcev hif filamentoznega micelija. Peleti so 
okrogli ali ovalni skupki hif, ki so lahko med seboj slabše povezane in tvorijo puhaste pelete 
ali pa so povezane trdno in tvorijo lepe okrogle gladke pelete. Peleti so sestavljeni iz treh regij: 
 
– zunanja rastoča regija, 
– nerastoča regija z micelijsko biomaso, 
– notranja votla regija. 
 
Z vidika ekonomije procesa ima peletna morfologija nekaj prednosti pred nitasto obliko rasti. 
Lahko se namreč doseže bistveno izboljšanje reoloških karakteristik kulture, kar ima za 
posledico nižjo porabo energije za zadosten prenos toplote in mase v razsutem stanju. Poleg 
tega ponuja možnost ponovne uporabe biomase in s tem neprekinjeno delovanje procesa. Tudi 
težave, povezane s težnjo nitastih oblik gliv, da rastejo na stenah fermentorja, se ovijejo okoli 
rotorja in poškodujejo mešalne lopatice ali blokirajo razdelilnike plina so z uporabo peletne 
morfologije posledično premagane. [15] 
 
Tradicionalno lahko ločimo koagulativno in nekoagulativno tvorbo peletov. V prvem primeru 
spore aglomerirajo v zgodnji fazi razvoja, v drugem pa lahko pelet izhaja iz ene same spore.  
Izkazalo se je, da ima pH vrednost gojišča odločilni vpliv na koagulacijo spor. Poleg tega na 
rast peletov vpliva velikost in vrsta vcepka. Vcepek v obliki razpršenih filamentov ne more 
razviti peletne morfologije. [15] 
 
Glavni dejavniki, ki vplivajo na tvorbo peletov, predstavljenih tudi na sliki 7, so: 
 
- velikost in vrsta vcepka,  
- mešanje (poškodba hif in negativen vpliv na rast in obliko produkta, aglomeracija), 
- hitrost prezračevanje in koncentracija kisika (ohranjanje koncentracijskega gradienta 
med notranjostjo in zunanjostjo celice)  
- sestava gojišča, (vir ogljika in dušika ter začetna koncentracija sladkorja)  
- temperatura (vpliva tako na rast biomase kot tudi na ciljni produkt) in  
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- pH (vpliva na delovanje celične membrane, privzema različna hranila, vpliva na 
morfologijo celic in strukturo, topnost soli, ionsko stanje substratov, encimsko 
aktivnost in biosintezo izdelka). [15] 
 
Slika 7: Različni pogoji submerznega gojenja povzročajo različne oblike rasti nitaste glive Rhizopus nigricans. [15] 
 
Za spodbujanje tvorbe micelijskih peletov v tekočem gojišču so predlagani dejavniki kot so 
nizka koncentracija vcepka, nizka temperatura in gojišče bogato z dušikovimi spojinami. 
Zaradi številnih dejavnikov, ki vplivajo na tvorbo in rast peletov, so poskusi pridobiti 
enakomerne pelete želene velikosti, sestave in produktivnosti še vedno stvar preučevanja za 
vsak posamezen sev. [15] 
 
Posebni dodatki v gojišču pomagajo, da peleti med seboj ne aglomerirajo (površinsko aktivne 
snovi), na višji prirast biomase pa vplivajo tudi vitamini. Peleti rastejo tako, da se veča njegov 
radij, vendar le do t. i. kritičnega radija, pri katerem se pojavi limitacija transporta snovi in 
kisika v notranjost peleta. [15] 
 
Proces gojenja gliv bele trohnobe najpogosteje poteka v dveh fazah. V prvem delu je sam 
proces gojenja usmerjen v rast glive in njeno sintezo encimov, medtem ko v drugem delu 
sintetizirane encime uporabimo za različne aplikacije, od biorazgradnje okoljskih polutantov, 
bitransformacije organskih spojin, čiščenje in odstranjevanje onesnaževalcev odpadnih voda. 
[7, 9, 15] 
 
2.1.3 Uporaba lakaz v biotehnologiji 
 
Zaradi dokaj nespecifičnega delovanja so lakaze uporabne v mnogih biotehnoloških procesih. 
Lakaze so za takšne namene bolj uporabne od drugih encimov predvsem zaradi tega, ker kot 
končni prejemnik elektronov uporabljajo kisik, ki je načeloma vedno prisoten v okolju. Lakaze 
lahko uporabimo za številne namene: delignifikacijo papirne celuloze, biobeljenje papirja, 
obdelavo industrijskih odpadnih vod, encimsko modifikacijo vlaken in beljenje tekstila, 
encimsko odstranjevanje fenolnih spojin iz pijač ter kot biogorivne celice in biosenzorje. [2, 3] 
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2.2 Miniaturizacija naprav v analitiki in procesnih sistemih 
 
Tako kot na druga področja, je miniaturizacija naprav močno vplivala tudi na razvoj analitskih 
tehnik in naprav. Zmogljivost majhnih laboratorijskih operacij z uporabo miniaturiziranih 
naprav je zelo povečana.  
 
Od poznih osemdesetih let naprej so razvili vrsto mikrofluidnih naprav za analitske namene. 
Če se vrsta postopkov, kot so filtriranje, mešanje, ločevanje in analiza združi v eni enoti, so 
bili ustrezni mikrosistemi običajno imenovani mikro totalni analizni sistemi (μTAS). Pogosto 
so bili ti sistemi uporabljeni za biokemijske in kemijske analize. [19] 
 
Nobenega dvoma ni, da imajo miniaturizirani sistemi za kemijsko analizo izjemen potencial. 
Zahvaljujoč svoji majhnosti in dimenzijam kanalov približno deset mikrometrov imajo μTAS 
zanemarljivo porabo vzorca, nižje stroške postopka in kratek čas analize. Tako je na primer 
predvidljivo, da bodo takšne naprave omogočale preučevanje in analizo zapletenih celičnih 
procesov, olajšale razvoj novih diagnostičnih sposobnosti, ki bi lahko pomenile revolucijo v 
medicini in se bodo uporabljale pri spremljanju okolja, analizi živil in v industriji. [18] 
Nekateri miniaturizirani analizni sistemi, kot so kapilarna plinska kromatografija, 
mikrotekočinska kromatografija in mikrokapilarna elektroforeza, ki jih lahko štejemo za 
vmesne ravni miniaturizacije, so bili konsolidirani v rutinskih laboratorijih za analizo 
kompleksnih vzorcev. Večina  resničnih analiz zahteva ustrezen korak obdelave vzorca. Veliko 
se je prizadevalo za zmanjšanje količine vzorca in njegove izvedljive manipulacije v 
miniaturiziranem okolju. Razvoj naprav za obdelavo pretoka za čiščenje/predkoncentracijo 
analita, tako mikroekstrakcija v koloni kot tudi vlakna v trdni fazi, mikroekstrakcija v votlih 
vlaknih v tekoči fazi, sorptivne mešalne palice itn. so jasni primeri miniaturizacije koraka 
obdelave vzorca. Neposredno povezovanje teh metodologij (z uporabo načinov at, in- ali on-
line) z instrumenti omogoča celo dodatno zmanjšanje količine vzorca. Ti povezani pristopi 
hkrati zmanjšujejo človeško manipulacijo in povečujejo stopnjo integracije različnih analiznih 
korakov. Posledica razširitve tega koncepta je sodoben koncept miniaturizacije: miniaturiziran 
instrument, ki vključuje enoto in majhno napravo za vnos vzorcev, reakcijske komore pred in 
po koloni, ločevalne kolone in enote za zaznavanje. [19] 
Obstajata dva razreda mikroreaktorjev, ki se nanašata na aplikacije v analizi, zlasti na področju 
biokemije in biologije ali kemijskega inženirstva in kemije. Čeprav se ta področja v večini 
primerov močno razlikujejo tako kot analizna in pripravljalna oprema, nekateri mikroreaktorji 
pokrivajo oba vidika. Nadaljnja klasifikacija mikroreaktorjev temelji na načinu delovanja, 
bodisi v kontinuirnem bodisi v šaržnem obratovanju. [19] 
 
Reakcijski sistemi se na splošno razlikujejo od analiznih sistemov po proizvodnji ali pretvorbi 
materialov ali snovi. Slednje naprave so namenjene zbiranju informacij, npr. za merjenje 
vsebnosti določenega analita v vzorcu vode iz jezera. Vendar pa v primerjavi z izjemno 
majhnimi posameznimi sistemi ta razlika očitno izgine, ker bo miniaturizacija reakcijskih 
naprav na koncu zmanjšala količino pretvorjenih materialov na raven, ki je blizu ravni 
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analitskih naprav. Zato se lahko produktivnost tako majhnih reakcijskih naprav, ki več ne 
zadostuje za sintezo, uporabi samo za razvoj procesov ali za presejalne teste (ang.: screening). 
 
Obe aplikaciji se jasno nanašata na merilne naloge, prva glede iskanja optimalnih pogojev 
postopka, druga pa na materiale, prilagojene aplikaciji. Takšna merilna orodja zbirajo 
informacije, podobne informacijam analiznih naprav. Namen uporabe informacij pa je povsem 
drugačen. V analitiki je zbiranje le-teh samo sebi namen. Odkrivanje koncentracije ozona v 
določeni plasti ozračja daje na primer pomembne informacije za ekološke raziskave. Nasprotno 
se informacije, pridobljene v majhnih reakcijskih sistemih, uporabljajo za optimizacijo 
laboratorijske sinteze ali obsežnega postopka, pa tudi za izdelavo novega materiala z 
naprednimi lastnostmi, zato so končno povezane s proizvodnimi težavami. Zaradi tega obstaja 
jasna ločnica med miniaturiziranimi analiznimi sistemi in mikroreaktorji za kemično uporabo. 
[18] 
 
2.2.1 Razvoj na področju analizne miniaturizacije 
 
Manz s sod. v publikaciji iz l. 2002 [19] določi različna obdobja v razvoju analiznih 
mikrosistemov. V nadaljevanju so na kratko opisani najbolj reprezentativni mejniki. 
Za prvo obdobje (1975-1989) so bila značilna dela, namenjena miniaturizaciji komponent, kot 
so mikročrpalke, mikroventili in kemični senzorji, ki temeljijo na silicijevi tehnologiji. 
Integracija takšnih silicijevih mikrokomponent je izjemna za izdelavo dveh miniaturiziranih 
instrumentov. Prvi je bil miniaturiziran plinski kromatografski analizator, drugi tip 
miniaturiziranega instrumenta pa je bil kulometrični kislinsko-bazni titracijski sistem, ki je 
uporabljal polprevodniški pH-občutljiv senzor za določanje koncentracije kisline ali baze v 
vzorcu. [18, 19] 
 
V drugem obdobju (1990-1993) so l. 1990 izdelali analizatorje na osnovi silicija, zahvaljujoč 
novemu razvoju, ki proizvaja miniaturiziran tekočinski kromatograf z odprtimi cevmi, izdelan 
na silicijevi rezini. Tudi l. 1990 je Manz s sod. predlagal koncept µTAS, pri katerem so imeli 
ključno vlogo analizatorji silicijevih čipov, ki vključujejo predobdelavo, ločevanje in detekcijo 
vzorca. Po mnenju avtorja je bil glavni razlog za ta miniaturiziran pristop izboljšanje analitske 
učinkovitosti obstoječih senzorjev zaradi slabih rezultatov v zvezi s trenutno selektivnostjo in 
življenjsko dobo. Zato glavni cilj µTAS sprva ni bil zmanjšanje velikosti, čeprav so bile 
prednosti miniaturizacije prepoznane. V tem obdobju so poročali tudi o miniaturizaciji sistema 
za analizo pretočnega vbrizga (ang.: flow-injection analysis, FIA), ki temelji na zloženih 
modularnih napravah iz silicija in pleksi stekla. Te nove strategije so bile ključne za razvoj 
elektroforeze v ravninskih čipih, ki so bili prvič uporabljeni l. 1992. Prav v tem obdobju so se 
začele aplikacije, povezane z reakcijo in ravnanjem z biomolekulami in celicami, na primer 
uporaba mikroizdelanih komor za izvajanje ojačanja DNA ali pretočne citometrije. [18] 
 
V tretjem obdobju (1994-1997) je prišlo do pomembnega povečanja števila objav, povezanih 
z µTAS. Poročali so o številnih analizah na osnovi čipov, pomembna instrumentacijska 
podjetja pa so ponudila različne miniaturizirane komercialne izdelke. Ponovno je bil 
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spremenjen modularni koncept µTAS, ki je vključeval tako elektrokemično kot tudi optično 
detekcijo, hkrati pa je površinska kemična modifikacija mikrokanalov odprla zanimive 
možnosti za miniaturizirano kromatografijo. Tako sta Cowen in Craston [20] razvila tekoči 
kromatograf na čipu z elektrokemičnim detektorjem. Še en zanimiv razvoj so izvedli Feustel 
in sos. [21] sestavljen iz miniaturiziranega masnega spektrometra, ki vključuje integrirano 
plazemsko komoro za tvorbo elektronov, ionizacijsko komoro in niz elektrod, ki delujejo kot 
ločevalnik mase. Poleg tega so v tem obdobju pomembno vplivali na mikrofabrikacijo (ta 
zajema širši spekter uporabe in uporabo novih materialov), načine ločevanja, naprave za 
odkrivanje in nove aplikacije (osredotočene predvsem na biološke vrste). [19] 
 
Od leta 1998 naprej, lahko štejemo za obdobje utrditve miniaturiziranega razvoja, ki ga lahko 
obravnavamo kot potencialno analitsko alternativo za reševanje resničnih problemov. Ker so 
tehnologije mikroizdelave, zlasti načrtovanje in izdelava mikrofluidnih sistemov, eden od 
mejnikov analitske miniaturizacije, pomemben razvoj naprav za krmiljenje pretoka 
(mikročrpalke in mikroventila), povezav in vmesnikov, skupaj s tehnikami lepljenja in 
spremembami površin, so igrali ključno vlogo na sedanji analizni sceni miniaturizacije. [19] 
 
2.2.2 Temeljne prednosti miniaturiziranih analiznih sistemov 
 
Veliko aplikacij v zadnjem desetletju je jasno pokazalo glavne prednosti miniaturiziranih 
analiznih sistemov v primerjavi z laboratorijsko opremo. Visoko razmerje med površino in 
volumnom, laminarni tok tekočin in povečanje zmogljivosti s povečanjem števila osnovnih 
enot predstavljajo bistveno razliko v primerjavi s konvencionalnim načinom proizvodnje snovi. 
Pogoji v reaktorju so homogeni in dobro definirani, zato lahko dogajanje v sistemu tudi dobro 
matematično opišemo in napovemo. [23] 
 
Manjše naprave so potrebovale manj prostora, materiala in energije in so imele pogosto krajši 
odzivni čas. Zlasti se pridobi več informacij glede na prostor in čas. Zmanjšanje velikosti 
komponente je poleg tega omogočilo integracijo množice majhnih funkcionalnih elementov in 
s tem izboljšalo zmogljivost sistema. [4] 
 
Prostornine mikroreaktorjev so prevelike, da bi lahko na molekularni ravni znatno komunicirali 
z reaktanti. Njihov glavni vpliv je osredotočen na krepitev prenosa mase in toplote ter 
izboljšanje pretoka. Kemija v smislu reakcijskega mehanizma in kinetike v splošnem ostaja 
nespremenjena medtem so glavno gonilo za mikroreaktorske preiskave izboljšave na področju 
kemijskega inženiringa. [4] 
 
Zmanjšanje linearnih dimenzij za določeno razliko v fizični lastnosti poveča ustrezen gradient. 
To se nanaša na lastnosti, ki so še posebej pomembne pri biotransformacijah, kot so 
temperatura, koncentracija, gostota ali tlak. Posledično se pri uporabi mikroreaktorjev 
povečajo pogonske sile za prenos toplote, prenos mase ali difuzijski tok na enoto prostornine 
ali enoto površine. [4] 
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Te preproste teoretične napovedi so dokazovale številne študije, npr. v zvezi s prenosom 
toplote in mase. Večina današnjih naprav z mikroreaktorjem/izmenjevalnikom toplote vsebuje 
mikrokanale s tipičnimi širinami od 50 μm do 500 μm; material ločevalne stene med 
reakcijskimi in toplotnimi kanali lahko po potrebi ostane na 20 do 50 μm. Posledično 
koeficienti prenosa toplote do 25.000 W/m2K, izmerjeni v mikro napravah, za vsaj en red 
velikosti presegajo običajne toplotne izmenjevalnike. Tipične debeline sloja tekočine v 
mikrometrih se lahko nastavi na nekaj deset mikrometrov v posebnih konfiguracijah do 
nanometrskega območja. Posledično čas mešanja v mikromešalcih predstavljajo milisekunde, 
v nekaterih primerih celo nanosekunde, kar pa je težko doseči z mešalno opremo ali drugimi 
običajnimi mešalniki. [4] 
 
Kot posledica zmanjšanja debeline plasti tekočine se znatno poveča tudi ustrezno razmerje med 
površino in prostornino tekočine. Specifične površine mikrokanalov znašajo od 10.000 do 
50.000 m2/m3, medtem ko tipične laboratorijske in proizvodne posode običajno ne presegajo 
1000 m2/m3 oziroma 100 m2/m3. Poleg zgoraj omenjenih prednosti prenosa toplote lahko to 
povečanje specifične površine posode uporabimo npr. v reaktorjih s katalitsko plinsko fazo, 
prevlečenih z aktivnim materialom na notranjih stenah. [4] 
Zaradi zmanjšanja linearnih dimenzij se prostornina mikroreaktorjev znatno zmanjša v 
primerjavi z velikimi reaktorji, ki običajno znašajo nekaj μl. Ta razlika postane še večja, ko v 
kombinaciji z miniaturizacijo reaktorja obsežni šaržni postopek nadomesti neprekinjeno 
pretočno delovanje v mikro napravah. V primeru kovinsko-organske reakcije se lahko 
zadrževanje materiala zmanjša z rezervoarja velikosti 6000 L na prostornino nekaj mililitrov v 
petih miniaturiziranih mešalnikih. Manjše zadrževanje poveča varnost postopka in zaradi 
krajšega časa bivanja izboljša selektivnost. [4] 
Reakcije je tako kot pri reaktorjih običajnih dimenzij tudi v mikroreaktorjih mogoče voditi 
šaržno ali pretočno. Slednji proces odlikujejo večja produktivnost, hitrost reakcij in višji 
donosi. Ob tem je potrebno upoštevati manjšo fleksibilnost pretočnih sistemov, saj je reaktorski 
sistem kompleksnejši in zato težje prilagodljiv novemu proizvodu. Mikroreaktorska 
tehnologija je zato posebej primerna za procese, kjer je potrebna stalna prilagodljivost novemu 
proizvodu, saj omogoča enostavno spreminjanje konfiguracije sistema in s tem prilagoditev za 
pretočno sintezo različnih snovi zaporedno. [24] 
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3 Namen dela in hipoteze 
 
Namen in primarni cilj magistrske naloge je razvoj mikropretočne naprave za detekcijo 
produkta oksidacije ABTS, katalizirane z lakazo iz encimskega filtrata različnih gliv. Slednjega 
sem nameravala pridobiti s submerznim gojenjem različnih gliv bele trohnobe, za kar je bilo 
potrebno preučiti tudi ustrezne pogoje. Pridobljene encimske filtrate sem nameravala 
ovrednotiti na osnovi izmerjene lakazne aktivnosti ter opredeliti odvisnost dobljene lakazne 
aktivnosti od pH. 
  
Po postavitvi pretočne naprave na osnovi mikromešalnika in integracije spektrofotometričnega 
detektorja sem želela sistem preizkusiti na osnovi primerjave podatkov iz konvencionalnega 
spektrofotometra. Za to sem v obeh napravah nameravala izvesti oksidacijo ABTS z izbrano 
lakazo. Z namenom nadzora nad vnosom kisika, ki je ključnega pomena pri poteku reakcije, v 






- Uporaba različnih gliv bele trohnobe ter pogojev gojenja vodi v različne koncentracije 
in aktivnosti lakaz v filtratih brozg. 
- Na lakazno aktivnost v procesu modelne reakcije oksidacije ABTS odločilno vpliva pH 
pufrne raztopine.  
- Pretočni spektrofotometrični detektor ODCube skrajša čas analize in količino 
porabljenih reagentov v primerjavi s konvencionalnim spektrofotometrom. 








Pri delu sem uporabila glive Dichomitus squalens CCBAS 751, Trametes versicolor TV8 (slika 
8) in Trametes gibbosa.   
 
Slika 8: Razraščena gliva T. versicolor na trdnem gojišču v petrijevki 
 
4.2 Kemikalije in reagenti 
 
Pri delu sem uporabila kemikalije, zapisane v preglednici 1.  
 
Tabela 1: Preglednica uporabljenih kemikalij in reagentov 
Kemikalija M [g/mol] Proizvajalec Kemikalija M [g/mol] Proizvajalec 
ABTS 548.68 Sigma Aldrich MgSO4 · 7 H2O 246.49 Riedel de Haen 
Agar  Biolife MgSO4 · 7 H2O 246.49 Riedel de Haen 
amonijev tartrat 184.15 Fluka MnSO4 · 1 H2O 169.02 Merck 
BSA  Sigma Aldrich HCl 36.46 Merck 
CaCl2 110.99 Merck Na2HPO4 177.99 Kemika 
citronska kislina  Kemika NaCl 58.44 Kemika 
CoCl · 6 H2O 237.93 Kemika NaOH 40.00 Sigma Aldrich 
CuSO4 · 5 H2O 249.68 Zorka Šabac NH4NO3 80.043 Kemika 
deionizirana voda   nitrilotriacetat 191.14 Sigma – Aldrich 
dimetil sukcinat 146.14 Aldrich odpadek papirne 
industrije 
 Papirnica Vevče 
FeSO4 · 7 H2O 278.02 Fluka oksalna kislina 126.07 Sigma – Aldrich 
glukoza 180.16 Fluka pepton  Biolife 
H3BO3 61.83 Merck potato ekstrakt  Biolife 




KI 166.01 Kemika vinska kislina 150.09 Kemika 
kvasni ekstrakt  Biolife ZnSO4 · 7 H2O 284.54 Kemika 





Vse aparature, ki sem jih pri delu uporabila, so navedene v preglednici 2 in se nahajajo na 
Katedri za kemijsko procesno, okoljsko in biokemijsko inženirstvo. 
 
Tabela 2: Preglednica uporabljenih naprav 
Naprava Proizvajalec Naprava Proizvajalec 
spektrofotometer, Lambda 25 Perkin Elmer, 
USA 
pH-meter Metler Toledo, 
Nemčija 
ODCube Essi Tech, 
Ljubljana, 
Slovenija 
kisikova mikroelektroda Pyroscience, Nemčija 
stresalnik, RVI 403 Tehtnica, 
Slovenija 
magnetno mešalo, Rotamix 
560 MMH 
Domel 
centrifuga, LC 320 Tehtnica, 
Slovenija 
analitska tehtnica Sartorius, Nemčija 
inkubator Kotterman, 
Nemčija 
pipete Brand in Biohit 
avtoklav  fitracijski sistem Sartorius, Nemčija  
termostatirana kopel Julabo kavni mlinček Gorenje, Slovenija 
laminarij Iskra PIO homogenizator Ultra Turax 
25 
IKA, Nemčija 





4.4 Sestava gojišč in pogoji gojenja 
 
4.4.1 Dichomitus squalens 
 
4.4.1.1 Priprava trdnega gojišča za shranjevanje in precepljanje glive 
 
Gliva D. squalens je bila shranjena na trdnem gojišču s sestavo: 20 g/L agarja, 10 g/L glukoze 
in 5 g/L sladnega ekstrakta. Sestavine sem raztopila v demineralizirani vodi in naravnala 
začetno pH vrednost na 5,5 z 1 M HCl in 3 M NaOH. Raztopino gojišča sem avtoklavirala 20 
min pri temperaturi 121 °C in tlaku 1,2 bar. Avtoklavirano gojišče sem ohladila na temperaturo 
okoli 40 °C in ga nalila v sterilne petrijevke. Ko se je gojišče povsem ohladilo in strdilo, sem 
nanj sterilno nacepila mesec dni staro glivo D. squalens tako, da sem na sredino položila z 
glivo dobro prerasel kvadratek približne površine 1 cm2. Sveže nacepljeno glivo sem inkubirala 
7 dni pri temperaturi 28 °C. Po tednu dni sem petrijevko, preraslo z glivo, hranila do uporabe 





4.4.1.2 Priprava tekočega mineralnega gojišča za pripravo predkulture in gojenje glive z 
nizko vsebnostjo dušika 
 
Tekoče gojišče z nizko vsebnostjo dušika sem uporabila za pripravo predkulture (vcepka) glive 
in vsebuje kemikalije, kot je napisano v preglednici 3:  
 
Tabela 3: Preglednica kemikalij za pripravo tekočega gojišča z nizko vsebnostjo dušika 
Kemikalija Količina v 1 L 
glukoza 10 g 
dimetil sukcinat 1,5 g 
amonijev tartrat 0,22 g 
raztopina elementov v sledovih 6 % (v/v) 
raztopina osnovnega gojišča 10 % (v/v) 
 
Raztopini sem dodala še vitamin B1 oz. tiamin v koncentraciji 1 mg/L. Vrednost pH sem 
naravnala na 4,5 z 1 M HCl in 3 M NaOH. Dobro premešano raztopino gojišča sem pred 
nadaljno uporabo avtoklavirala 20 min pri temperaturi 121 °C in tlaku 1,2 bar.  
 
Raztopina elementov v sledovih vsebuje (preglednica 4) v 1 L: 
 
Tabela 4: Preglednica kemikalij za pripravo raztopine elementov v sledovih 
Kemikalija Masa [g] 
MgSO4 · 7H2O 3,0 
MnSO4 ·1 H2O 0,5 
NaCl 1,0 
FeSO4 · 7 H2O 0,1 
CoCl · 6 H2O 0,1 
ZnSO4 · 7 H2O 0,1 





Raztopina osnovnega gojišča vsebuje (preglednica 5): 
 
Tabela 5: Preglednica kemikalij za pripravo osnovnega gojišča 
Kemikalija Količina v 1 L 
KH2PO4 20 g 
MgSO4 · 7 H2O 5 g 
CaCl2 1 g 
raztopina elementov v sledovih 100 mL 
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Obe raztopini sem raztopila v 1 L demineralizirane vode in ju do uporabe hranila v hladilniku 
pri 4 °C. 
 
4.4.1.3 Priprava homogenata micelijske predkulture 
 
V 250 mL erlenmajerice s 50 mL sterilnega mineralnega gojišča z nizko vsebnostjo dušika sem 
ob ognju dala tri 1 cm2 koščke agarne plošče, dobro prerasle z glivo (slika 9). Koščke sem vzela 
iz območja nekje na sredini med sredino in zunanjim robom petrijevke, preraščene z glivo. 
Tako pripravljene erlenmajerice sem inkubirala 7 dni pri temperaturi 28 °C. Gliva je prerasla 
površino gojišča v obliki micelija (slika 10), ki sem ga nato sterilno homogenizirala s 
homogenizatorjem Ultra Turex 25 v treh 10-sekundnih intervalih pri 9000 min-1. 5 % (v/v) 
micelijskega homogenata sem uporabila za nacepitev sterilnih tekočih gojišč z visoko 
vsebnostjo dušika. 
 
Slika 9: Erlenmajerica s tremi koščki dobro prerasle glive za pripravo vcepka. 
 







4.4.1.4 Priprava bukovega prahu kot naravnega induktorja 
 
Bukove oblance sem zmlela v kavnem mlinčku (slika 13) in jih nato presejala skozi okrogla 
industrijska sita (slika 11), najprej s porami 335 µm in nato 125 µm. S tem sem dobila frakcijo 
z velikostjo delcev med 125 in 335 µm (slika 12).  
 
 
4.4.1.5 Priprava tekočega mineralnega gojišča za pripravo predkulture in gojenje glive z 
visoko vsebnostjo dušika 
 
Tekoče gojišče z visoko vsebnostjo dušika sem uporabila za submerzno gojenje glive D. 
Squalens za pridobivanje encimskega filtrata lakaze. Tekoče gojišče, ki sem ga pripravila po 
preglednici 6, vsebuje:  
 
Tabela 6: Preglednica kemikalij za pripravo tekočega gojišča z visoko vsebnostjo dušika 
Kemikalija Količina v 1 L 
fruktoza 10 g 
amonijev tartrat 2 g 
sukcinska kislina 1,5 g 
raztopina osnovnega gojišča 10% (v/v) 
raztopina elementov v sledovih 6% (v/v) 
vitamin B1 (tiamin) 1 mg 
Tween 80 1 kapljica 
 
Raztopino gojišča sem pripravila v 1 L demineralizirane vode. Pred avtoklaviranjem sem 
uravnala vrednost pH na 4,5, po uravnavi pa dodala še vitamin B1 in Tween. Po 100  mL 
gojišča sem prenesla v 250 mL erlenmajerice in vsaki dodala 1 g bukovega prahu s frakcijo 
delcev med 125 in 335 µm. Erlenmajerice sem dobro zaprla s celuloznimi zamaški in jih ovila 
v aluminijasto folijo ter jih avtoklavirala 20 min pri 121 °C in tlaku 1,2 bar.  
 
 
Slika 13: Bukovi oblanci v kavnem 
mlinčku pred mletjem 
Slika 11: Zmleti bukovi oblanci na 
industrijskem situ 
Slika 12: Bukov prah s frakcijo 
delcev med 125 in 335 µm 
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4.4.1.6 Submerzno gojenje 
 
Avtoklaviranim erlenmajericam z vsebnostjo tekočega mineralnega gojišča z visoko 
vsebnostjo dušika in bukovim prahom sem sterilno ob ognju dodala 5 % (v/v) micelijskega 
homogenata in jih položila na stresalnik pri temperaturi 28 °C in hitrosti stresanja 150 min-1 
Vsak dan sem sterilno odvzela 1 mL vzorca, ga centrifugirala 5 min pri 3000 min-1 in pomerila 
encimsko aktivnost. Glivo sem gojila 7-8 dni na stresalniku potem pa sem glivno biomaso 
ločila od gojišča z ligninolitičnimi encimi s centrifugiranjem in nato še s filtracijo skozi filtrirni 
papir. Čist encimski filtrat sem uporabila za nadaljne eksperimente.  
 
4.4.2 Trametes versicolor in Trametes gibbosa 
 
4.4.2.1 Priprava trdnega gojišča za shranjevanje in precepljanje glive 
 
Glivi sem shranjevala na trdnem gojišču, ki sem ga pripravila tako, da sem 42 g krompirjevega 
agarja raztopila v 1000 mL demineralizirane vode in segrela do vrenja. Raztopino gojišča sem 
avtoklavirala 20 min pri temperaturi 121 °C in tlaku 1,2 bar. Avtoklavirano gojišče sem 
ohladila na temperaturo okoli 40 °C in ga nalila v sterilne petrijevke. Ko se je gojišče povsem 
ohladilo in strdilo, sem nanj sterilno nacepila mesec dni staro glivo D. squalens tako, da sem 
na sredino položila 1 z glivo dobro prerasel kvadratek približne površine 1 cm2 (slika 14). Sveže 
nacepljeno glivo sem inkubirala 7 dni pri temperaturi 28 °C. Po tednu dni sem petrijevko, 
preraslo z glivo, hranila do uporabe v hladilniku na pri 4 °C.  
 
 
Slika 14: Precepljena gliva v inkubatorju 
4.4.2.2 Priprava vcepka za gojišče 
 
Za pripravo vcepka sem v avtoklavirane 250 mL erlenmajerice s 40 mL demineralizirane vode 
ob ognju v vsako sterilno dodala po približno 0,5 cm x 0,5 cm velik kvadratek z dobro preraslo 
glivo. Kvadratek z dobro preraslo glivo sem vzela nekje na sredini med sredino in robom 
petrijevke dobro preraščene z glivo. Tako pripravljene suspenzije sem homogenizirala s 
homogenizatorjem Ultra Turax 25-30 s pri hitrosti 20000 min-1. 10 mL vcepka sem sterilno 
odpipetirala in prenesla v rastno gojišče.  
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4.4.2.3 Priprava rastnega mineralnega gojišča 
 
Rastno gojišče (preglednica 7) vsebuje:  
 
Tabela 7: Preglednica kemikalij za pripravo rastnega gojišča 





MgSO4 ·7 H2O 0,5 
kvasni ekstrakt 0,2 
 
Rastno gojišče sem raztopila v demineralizirani vodi in razdelila po 100 mL v erlenmajerice 
ter jih avtoklavirala 20 min pri 121 °C in tlaku 1,2 bar. V tako pripravljena rastna gojišča sem 
dodala 10 mL vcepka in nacepljena gojišča postavila na stresalnik pri 27 °C in hitrosti stresanja 
140 min-1 (slika 15). 
 
 
Slika 15: Erlenmajerice v procesu rasti peletov na stresalniku 
 
Po 5 dneh so v gojiščih zrasli peleti (slika 16), ki sem jih sterilno filtrirala in prenesla v 
produkcijska gojišča.  
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Slika 16: Nastali peleti glive T. versicolor  po 120 urah gojenja 
 
4.4.2.4 Priprava produkcijskega gojišča  
 
3 g/L micelijskih peletov sem sterilno prenesla v predhodno avtoklavirane 250 mL 
erlenmajerice, ki so vsebovale 100 mL produkcijskega gojišča s sestavo (preglednica 8): 
 
Tabela 8: Preglednica kemikalij za pripravo produkcijskega gojišča 
Kemikalija Količina v 1 L 
odpadek papirne industrije 20 g 
pepton 0,6 g 
kvasni ekstrakt 0,5 g 
KH2PO4 0,8 g 
Na2HPO4 0,2 g 
CaCl2 · 2 H2O 0,05 g 
MgSO4 · 7 H2O 0,5 g 
citronska kislina 0,15 g 
Tween 80 1 kapljica 












 Raztopina elementov v sledovih vsebuje (preglednica 9): 
  
Tabela 9: Preglednica kemikalij za pripravo raztopine elementov v sledovih 
Kemikalija Koncentracija [g/L] 
FeSO4 · 7 H2O 0,035 
MnSO4 · H2O 0,007 
ZnSO4 · 7 H2O 0,011 
H3BO3 0,002 
KI 0,00035 
CuSO4 · 5 H2O 0,001 
 
S celuloznimi zamaški zaprte erlenmajerice sem postavila na stresalnik pri 27 °C in hitrosti 
stresanja 140 min-1. 
 
4.4.2.5 Submerzno gojenje 
 
Avtoklaviranim erlenmajericam z vsebnostjo produkcijskega gojišča sem sterilno ob ognju 
dodala 3 g/L peletov gliv in jih dala na stresalnik pri temperaturi 27 °C in hitrosti stresanja 140 
min-1. Vsak dan sem sterilno odvzela 1 mL vzorca, ga centrifugirala 5 min pri 3000 min-1 in v 
supernatantu pomerila encimsko aktivnost. Glivi sem na stresalniku gojila 7-8 dni, potem pa 
sem glivno biomaso ločila od gojišča z ligninolitičnimi encimi s centrifugiranjem in nato še s 
filtracijo skozi filtrirni papir. Čist encimski filtrat sem uporabila za nadaljnje eksperimente.  
 
4.5 Biotransformacija v mikropretočnem sistemu 
 
Preučevan encimski filtrat lakaze sem nato lahko uporabila v mikropretočnem sistemu, ki sem 
ga napajala z dvojno injekcijsko črpalko (Harvard Apparatus, Holliston). Za izvedbo modelne 
reakcije oksidacije ABTS sem pripravila mikropretočni sistem sestavljen iz steklenega čipa z 
meanderskim mikrokanalom z dvema vhodoma in enim izhodom z dimenzijami širine 150 µm, 
dolžine 332 µm in globine 150 µm ter prostornino 7,47 µL (Micronit, Enschede). Na izhodu 
sem s kisikovo mikroelektrodo (Pyroscience GmbH, Aachen) merila delež raztopljenega kisika 
v zreagirani reakcijski mešanici in in-line vezala ODCube spektrofotometer (Essi Tech, 
Ljubljana). Vse sem povezala s cevmi notranjega premera d = 0,5 in širšo cevko za merjenje 
kisika d = 1,6 mm s skupnim volumnom 66,816 µL, kot prikazujeta sliki 17 in 18.  
 
Biotransformacijo ABTS do produkta modro-zelene barve ABTS* sem izvajala pri sobni 
temperaturi (21°C) in normalnem zračnem tlaku 1013 mbar. Po predhodnem čiščenju 
mikropretočnega sistema s pufrom sem pred vsemi meritvami na ODCube sistemu najprej 
posnela ozadje reakcije, ki predstavlja substrat ABTS raztopljen v pufru v določeni 
koncentraciji in ga nato pri obdelavi podatkov odštela od osnovnega signala in s tem kalibrirala 
vsako od meritev.  
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V eni injekciji sem imela pripravljeno raztopino substrata z določeno koncentracijo ABTS, v 
drugi pa encimski filtrat z določeno encimsko aktivnostjo. Za potek reakcije sem vodila obe 
raztopini v sistem z enakim pretokom.  
 
Odziv kisikove mikroelektrode in ODCube celice sem spremljala s pripadajočo programsko 
opremo. Osnovni signal ki se je izrisoval, je podatek, ki nam govori o upornosti na fotodiodi, 
ki jo vsebuje ODCube sistem in iz katerega bi lahko izračunali podatek o transmitanci in 
kasneje absorbanci. A ker se pri preračunih natančnost lahko izgubi, bodo meritve na ODCube 




Slika 17: Mikropretočni sistem, ki vključuje dvojno črpalko, steklen meandrski čip, kisikovo mikroelektrodo in ODCube 
spektrofotometer 
 
Slika 18: Mikropretočni sistem s pripadajočimi komponentami: 1a) injekcija z encimskim filtratom, 1b) injekcija z ABTS 
raztopino, 2) steklen meanderski čip z dvema vhodoma in enim izhodom, 3) kisikova mikroelektroda, 4) pretočni 







4.6 Analizne metode 
 
Analizne metode sem uporabila pri encimskih filtratih (slika 19), ki sem jih dobila tako, da sem 
glivno biomaso s filtriranjem preko filtra (črn trak) ločila od gojišča.  
 
 
Slika 19: Filtrati z lakazo iz D. squalens, T. versicolor in T. gibbosa. 
 
4.6.1 Določanje celokupne vsebnosti proteinov: metoda po Bradfordu 
 
Metoda temelji na vezavi barvila Coomassie-Brilliant blue na proteine (predvsem na Arg, His, 
Lys), kar da kompleks, ki se absorbira pri 595 nm. Količina absorpcije je sorazmerna s 
prisotnimi proteini. Linearno območje koncentracije je 0,1-1,4 mg/mL proteinov, pri čemer se 
kot standardni protein uporabi goveji serumski albumin (BSA). Obstajajo najmanj tri vrste 
protokolov za uporabo Bradfordovega reagenta.  
 
Standardni Bradfordov test sestoji iz mešanja 1 dela vzorca proteinov s 30 deli Bradfordovega 
reagenta. Pripravimo slep vzorec, proteinski standard in neznan vzorec. Slep vzorec je 
sestavljen iz pufra brez dodatka proteinov. BSA standard je sestavljen iz znane koncentracije 
BSA, neznani vzorec pa je raztopina za analizo. Bradfordovi testi se rutinsko izvajajo pri sobni 
temperaturi. Razvoj barv se začne takoj, vendar sem pred analizo počakala 5 min. Zapiše se 
absorpcija pri 595 nm, koncentracija proteinov pa se določi s primerjavo s standardno 
umeritveno krivuljo. 
 
Za pripravo umeritvene krivulje sem zatehtala 0,25 g BSA standarda v 50 mL bučko in do 
oznake razredčila z demineralizirano vodo. Tako pripravljeno standardno raztopino s 
koncentracijo 5 g/L sem razredčila v petih 10 mL bučkah in pripravila standardne raztopine s 
koncentracijami 0; 0,10; 0,25; 0,5; 0,75; 1,0 in 1,4 g/L.   
 
Za pripravo Bradfordovega testa sem zmešala 100 µL vzorca s standardno koncentracijo BSA 
in dodala 3 mL Bradfordovega reagenta. Po 5 min sem pomerila absorbanco vzorcev pri 595 
nm. Enak postopek sem ponovila pri encimskih filtratih, le da sem namesto vzorca s standarno 
 26 
koncentracijo BSA dodala 100 µL encimskega filtrata, mu dodala reagent, počakala 5 min in 
pomerila absorbanco.  
 
4.6.2 Merjenje lakazne aktivnosti  
 
Za merjenje encimske aktivnosti sem uporabila standardne spektrofotometrične metode za 
merjenje encimskih aktivnosti. Meritve sem izvedla na spektrofotometru Lambda 25, ki je bil 
povezan z osebnim računalnikom s programsko opremo UV KinLab za določanje encimske 
kinetike.  
 
Pri merjenju sem uporabila 2 mL kvarčne kivete (slika 20) z dolžino optične poti 1 cm. 
Merjenje spremembe absorbance posamezne reakcijske mešanice je potekalo 1 min pri dveh 
različnih valovnih dolžinah, tj. 420 nm in 405 nm.  
 
 
Slika 20: Kvarčna kiveta z reakcijsko mešanico po poteku reakcije 
Kvantitativne meritve v spektrofotmetriji se najlažje ovrednotijo z absorpcijskim zakonom, 
znanim tudi kot Beer-Lambertov zakon ali Beer-Lambert-Bouguerjev zakon:  
 
𝐴 = 𝑐 ∙ 𝑙 ∙ 𝜀𝜆 (2) 
 
kjer je A absorbanca [brez enot] ali −log [
𝐼1
𝐼0
], pri čemer je I0 jakost svetlobe, ki obseva vzorec, 
in I1 jakost prepuščene svetlobe skozi vzorec, c [mol/L] je koncentracija absorpcijske snovi v 
vzorcu, l je dolžina optične poti žarka v cm in 𝜀𝜆 [M
-1cm-1] je absorpcijski (ekstinkcijski) 
koeficient, značilen za določeno snov pri določeni valovni dolžini 𝜆 [nm].  
Za izračun encimskih aktivnosti sem vzela spremembo absorbance v enominutnem intervalu. 
Encimsko aktivnost (EA) sem izrazila kot encimsko enoto na liter gojišča (U/L). Encimska 
enota U je definirana kot količina encima, ki je potrebna za pretvorbo 1 µmol substrata v 









∙ 𝐹 (3) 
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Faktor F definirajo količina encima Ve [mL]  glede na celoten volumen reakcijske mešanice Vr 
[L],  konverzijski faktor f (106), ekstinkcijski koeficient 𝜀𝜆 [M
-1cm-1], značilen za določeno 






Aktivnost Lac sem merila z 2,2-azinobis (3-etilbenztiazolin)-6-sulfonatom (ABTS). V 
prisotnosti kisika Lac oksidirajo ABTS v produkt temno zelene barve (ABTS*), ki ga lahko 
kvantitativno izmerimo pri valovni dolžini 420 nm in 405 nm. Pri izračunu EA sem uporabila 
ekstinkcijski koeficient za ABTS* pri ustrezni valovni dolžini, tj. 𝜀420 = 36000 𝑀
−1𝑐𝑚−1 in 
𝜀405 = 36800 𝑀
−1𝑐𝑚−1. [26,40] 
 
Glede na pH vrednost encimskega filtrata sem v slepo vrednost dodala 100 µL navadne vode 
(T. gibbosa in T. versicolor) ali demineralizirano vodo (D. squalens), kar je razvidno iz 
preglednice 10. 
 
Tabela 10: Preglednica kemikalij za določanje encimske aktivnosti 
Kemikalija Reakcijska mešanica [µL]  Slep vzorec [µL] 
ABTS 6 mM 500 500 
encimski filtrat 100 / 
1 M citratno fosfatni pufer pH 3 400 400 
navadna voda/demineralizirana voda / 100 
 
Reakcijsko mešanico sem pripravila v kiveti, jo pokrila, pomešala, in takoj pomerila. 
 
4.6.3 Določanje vpliva pH pufra na lakazno aktivnost  
 
Med prebiranjem literature sem naletela na različne pH vrednosti pufrnih raztopin za pripravo 
reakcijskih mešanic, zato sem preverila, kako pH pufra vpliva na encimsko aktivnost.  
 
Pripravila sem si HCl-glicin pufer in citratno-fosfatni pufer s pH vrednostmi: 3,0; 3,4; 3,6; 4,0; 
4,6; 5,0. 
 
Reakcijska mešanica je bila enaka mešanici za preverjanje encimske aktivnosti (preglednica 
11):  
 
Tabela 11: Preglednica kemikalij za merjenje encimske aktivnosti 
Kemikalija Reakcijska mešanica [µL] Slep vzorec [µL] 
ABTS 6 mM 500 500 
encimski filtrat 100 / 
pufer 400 400 
navadna voda/demineralizirana voda / 100 
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4.6.4 Določanje koncentracije produkta ABTS* z mikropretočno ODCube 
spektrofotometrično celico 
 
ODCube spektrofotometer meri pri valovni dolžini 405 nm, ima optično pot 1 cm in 
prostornino pretočne celice 2 µL.  
 
Za pravilno evalvacijo meritev in določitev linearnega območja ODCube spektrofotometra sem 
si najprej pripravila umeritveno krivuljo. Reakcijsko mešanico z znano količino encima (EA = 
250 U/L) in koncentracijo substrata ABTS: 10, 20, 30, 40, 50 µM, sem spremljala v kiveti na 
konvencionalnem spektrofotometru do zaključka reakcije. Za vsak slučaj sem reakcijo še 
ustavila z 1 M oksalno kislino. To reakcijsko mešanico, ki je zame predstavljala standardne 
raztopine z znanimi koncentracijami produkta ABTS*, sem nato eno za drugo vbrizgala 
neposredno v ODCube in opazovala upornost fotodiode. Odziv sem pomerila, ko je tekočina 
mirovala in je vrednost dosegla plato.   
 
Za izvedbo biotransformacije ABTS sem v mikrokanal dovajala encim v količini, ki je dajala 
končno aktivnost 125 U/L in 250 U/L, in substrat znane koncentracije kot je opisano v poglavju 
4.5. Obe raztopini sem dovajala z različnimi pretoki (40, 50, 60, 70, 80, 90, 100 µL/min), kar 
je v skupnem pretoku predstavljalo 80, 100, 120, 140, 160, 180 in 200 µL/min. S 
spreminjanjem pretoka sem vplivala na zadrževalni čas reakcijske mešanice in spremljala 
nastanek produkta ABTS*. Na zaporedno vezanem ODCube pretočnem detektorju z valovno 
dolžino 405 nm sem opravila in-line analizo nastalega ABTS*.  
 
4.6.5 Meritev raztopljenega kisika v mikropretočnem sistemu 
 
Ker gre za reakcijo oksidacije ABTS in je kisik ključnega pomena pri poteku same reakcije 
sem s pomočjo kisikove mikroelektrode (Pyroscience Gmbh, Aachen) nadzorovala količino 
raztopljenega kisika. Mikropretočni sistem je v celoti zaprt in okoljskemu kisiku nedostopen.  
Kisikov mikrosenzor v optičnem vlaknu, ki se nahaja v igli mi omogoči da lahko merim 
koncentracijo raztopljenega kisika v injekciji in tudi v cevki na izhodu iz mikroreaktorja.  
 
Pripravljene raztopine substrata ABTS, pufra in encimskega filtrata sem pustila odprte na 
laboratorijskem pultu pri temperaturi 21°C in normalnem zračnem tlaku 1013 mbar za 
približno 15 min. Vsako izmed raztopin sem nato prenesla v injekcijo in ji s pomočjo kisikove 
mikroelektrode pomerila količino raztopljenega kisika. Injekcije sem nato namestila na 
mikropretočni sistem, kisikovo mikroelektrodo pa sem namestila na zato v naprej pripravljeno 
širšo cevko na izhodu steklenega meanderskega čipa. S pomočjo programskega paketa sem 
lahko spremljala meritev deleža raztopljenega kisika v zreagirani reakcijski mešanici pred 





5 Rezultati in razprava 
 
5.1 Submerzno gojenje gliv D. squalens, T. versicolor in T. gibbosa 
 
Encimski filtrat lakaze sem pridobivala iz 3 različnih gliv z dvema različnima postopkoma 
šaržnega submerznega gojenja. Pri obeh sem spremljala in spektrofotometrično merila 
encimsko aktivnost lakaz. Najvišja aktivnost Lac je bila pri vseh treh dosežena v 8. dnevu 
gojenja. Z grafa 1 je razvidno, da je aktivnost Lac iz D. squalens mnogo višja kot encimska 
aktivnost ostalih dveh. Že med samim gojenjem sem ugotovila, da protokol za gojenje gliv iz 
vrst Trametes ni najbolje specificiran.   
 
Med gojenjem sem se srečevala s problemi, kot je rast peletov in aglomeriranje peletov, kar 
sem v nadaljevanju rešila z dodatkom Tween 80, kot je navedeno tudi v preglednem članku 
[15]. S slike 21 sta razvidna aglomeriranje peletov, in sicer na skrajni levi sliki, in premajhna 
rast peletov na skrajni desni sliki. Nastanek kepe je dokazan tudi za glivo Rhizopus nigricans 
ob dodatku Ca2+ ionov. Dodatek neionskih površinskih aktivnih snovi (Tween-80) vpliva na 
delno povečanje velikosti peletov in koncentracijo biomase vendar pa se aglomerati ob 




Podrobneje bi bilo potrebno raziskati tudi vpliv koncentracije vcepka na morfologijo glive T. 
versicolor. S slike 22 je razvidno, kako različna količina vcepka vpliva na velikost in število 
peletov. Na skrajni levi sliki je dodano 5 mL vcepka, na sredini 10 mL in na skrajni desni 15 
mL vcepka. Iz slike je razvidno, da se z večjo količino vcepka spor tvori večje število peletov, 
a so le ti manjši. To je v skladu z ugotovitvami Žnidaršič in sod. [36], ki so študirali vpliv 
koncentracije vcepka na tvorbo peletov pri submerzni kultivaciji glive Rhizopus nigricans. 
Poleg tega so dokazali, da na rast in obliko peletov vpliva intenzivnost stresanja, prisotnost 
kisika in različni dodatki.  















Slika 22: Primerjava med različno količino dodanega vcepka v rastno gojišče in s tem različne velikosti in števila nastalih 
peletov. Velikost peletov po 120 h gojenja na stresalniku pri 27 °C in 140 min-1 z a) 5 mL, b)10 mL in c) 15 mL vcepka. 
Vsebnost gojišča kot je opisano v tabeli 7. 
Večkrat se je zgodilo, da encimski filtrat kljub opisanim protokolom v člankih in diplomski 
nalogi na koncu ni bil aktiven. Že predhodne študije [2, 6, 18, 26, 27, 29, 30, 34] so dokazale, 
da se najvišje Lac aktivnosti gibljejo med 1600 in 2400 U/L za D. squalens ter med 300 in 600 
U/L za T. versicolor. Encimske aktivnosti v uporabljenih filtratih kultur različnih gliv so bile: 
Lac (D.s) = 1800 U/L, Lac (T.v) = 332 U/L in Lac (T.g) = 886 U/L. 
 
 
Graf 1: Lakazna aktivnost med procesom gojenja Trametes versicolor, Trametes gibbosa in Dichomitus squalens 
 
Za boljšo produkcijo Lac encimov iz gliv T. versicolor in T. gibbosa bi bile potrebne nadaljnje 
študije pogojev gojenja glede mesta odvzema precepljene kulture na rast vcepka,  koncentracije 




























Dichomitus squalens Trametes gibbosa Trametes versicolor (TV8)
a b c 
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5.2 Določanje vsebnosti celokupnih proteinov 
 
Vsebnost vseh proteinov sem določila s pomočjo Bradfordove metode, kot je opisano v 




Graf 2: Umeritvena krivulja za določanje vsebnosti proteinov po Bradfordu 
Iz umeritvene krivulje na grafu 2 sem pridobila enačbo premice:  
 
𝐴 = [0,5856 ∙ 𝑐(𝐵𝑆𝐴)] − 0,0023 (5) 
   
S pomočjo enačbe umeritvene krivulje (5) sem lahko izračunala vrednosti proteinov v 
encimskih filtratih, ki so prikazane v tabeli 12. Vsakemu encimskemu filtratu sem absorbanco 
izmerila dvakrat. Ugotovila sem, da je vrednosti celokupnih proteinov med vsemi tremi filtrati 
podoben, in sicer: cproteini (D.s.) = 41,41 µg/mL, cproteini (T.v.) = 31,46 µg/mL in cproteini (T.g.) = 37,06 
µg/mL.  
 
Tabela 12: Preglednica vrednosti meritev absorbance za encimske filtrate posamičnih gliv in preračun koncentracije 
vsebnosti proteinov. 
Filtrat kulture glive A595 srednja vrednost A595 cproteini [µg/mL] 
T. versicolor 0,0143 0,0145 0,0144 31,46 
T. versicolor 0,0187 0,0170 0,0179  
T. gibbosa 0,0221 0,0260 0,0241 37,06 
T. gibbosa 0,0144 0,0151 0,0148  
D. squalens 0,0189 0,0256 0,0223 41,41 
D. squalens 0,0196 0,0237 0,0217  





























5.3 Določanje odvisnosti lakazne aktivnosti od pH pufra  
 
Glede na pregled literature sem ugotovila, da pH vrednosti pufrnih raztopin niso povsod enake, 
kar močno vpliva na Lac aktivnost. Za določanje odvisnosti od pH pufrnih raztopin sem si 
pripravila HCl-glicin pufer in citrat-fosfatni pufer z vrednostmi od 3-5. Babič [18] navaja, da 
se reakcijsko mešanico za merjenje encimske aktivnosti Lac iz glive D. squalens pripravi z Na-
tartratnim pufrom s pH 4,5. Ugotovila sem, da sem z ostalima pufroma dosegla višje aktivnosti 
(graf 3), zato sem za primerjavo odvisnosti vzela le druga dva pufra. Reakcijsko mešanico sem 
pripravila, kot je nevedeno v poglavju 4.5.3, in dodala pufer ustrezne pH vrednosti. Z grafa 4 
je razvidno, da pri reakcijski mešanici za merjenje lakazne aktivnosti z uporabo substrata 
ABTS najvišje encimske aktivnosti dosegamo v citrat fosfatnem pufru s pH vrednostjo 3. Pri 




























Na-tartratni pufer pH = 4,5 Citrat fosfatni pufer pH = 3 HCl glicin pufer pH = 3
 33 
 
Graf 4: Odvisnost Lac aktivnosti od pH pufrne raztopine za D. squalens, T. versicolor in T. gibbosa v citrat fosfatnem pufru 
in HCl-glicin pufru 
 
5.4 Biotransformacija v mikropretočnem sistemu z ODCube analizo 
 
Z željo nadzora nad reakcijo oksidacije sem sestavila mikropretočni sistem z in-line povezanim 
ODCube spektrofotometrom. S pomočjo dodatka oksalne kisline sem ustavila reakcijsko 
mešanico in uspela narediti umeritveno krivuljo (slika 23) tako na konvencionalnem 
spektrofotometru kot tudi na ODCube. Umeritvena krivulja mi je bila v pomoč pri preračunih 




























Dichomitus squalens v citrat-fosfatnem pufru Dichomitus squalens v HCl-glicin pufru
Trametes versicolor v citrat-fosfatnem pufru Trametes versicolor v HCl-glicin pufru
Trametes gibbosa v citrat-fosfatnem pufru Trametes gibbosa v HCl-glicin pufru
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Graf 5: Umeritvena krivulja za ABTS*, pridobljena v kiveti z uporabo konvencionalnega spektrofotometra. 
Iz umeritvene krivulje na grafu 5 sem pridobila enačbo premice (enačba 6):  
 
𝐴405 = 0.0271 ∙ 𝑐(𝐴𝐵𝑇𝑆∗) + 0.2216 (6) 
 
in s pomočjo Beer-Lambertovega zakona (enačba 2) izračunala neznane vrednosti produkta 
(ABTS*) in jih primerjala s podatki, pridobljenimi na ODCube sistemu. Obratna vrednosti 
naklona premice (k) v enačbi je 36,9 in potrjuje vrednosti ekstinkcijskega koeficienta pri 
valovni dolžini 405nm, ki je v literaturi enaki 36,8 [M-1cm-1]. 
 
Do konca zreagirano reakcijsko mešanico z znano količino encima (EA = 250 U/L) in 
koncentracijo substrata ABTS 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100 µM sem posamično 
vbrizgala v ODCube detektor. Ko sem dosegla plato, sem vbrizgala naslednjo. Povprečje 
osnovnega signala vsakega platoja sem nato pripisala posamezni koncentraciji uporabljenega 
ABTS in izrisala pripadajočo umeritveno krivuljo, ki je predstavljena na grafu 7.  






















Graf 6: Umeritvena krivulja za produkt ABTS*, pridobljena z uporabo ODCube spektrofotometra z vstopnimi vrednostmi 
substrata c (ABTS) 0-100 µM 
Z grafa 6 je razvidno, da vrednosti do določene mere linearno naraščajo, potem pa ne več. Z 
grafa lahko sklepamo, da je linearno koncentracijsko območje za naš modelni sistem z ABTS 
le do vrednosti linearnega naraščanja. Zato sem z grafom 7 prikazala linearno odvisnost 
upornosti (∆R) s produktom ABTS* in dobila umeritveno krivuljo za mikropretočni sistem s 
pripadajočo enačbo (7) umeritvene krivulje: 
 
∆𝑅 = [9280,3 ∙ 𝑐(𝐴𝐵𝑇𝑆∗)] + 5743,8 (7) 
 











































Za neposredni prikaz primerljivosti med konvencionalnim spektrofotometrom in ODCube 
spektrofotometrom, sem reakcijsko mešanico z enako količino substrata c (ABTS) = 25 µM in 




Graf 8: Merjenje poteka reakcije, katalizirane z lakazo, v kiveti; začetna koncentracija ABTS je bila 25 µM in EA = 250 U/L. 
Z grafa 8 je razvidno, da reakcijska mešanica po 1100 s doseže plato z absorbanco 0,809, s 
katero lahko s pomočjo Beer Lamebertovega zakona (enačba 2) izračunam koncentracijo 
produkta c(ABTS*) = 21,98 µM. Zreagirano reakcijsko mešanico sem nato vbrizgala še v 
ODCube spektrofotometer in merila odziv. 
 
 























































Z grafa 9 je razvidno, da je na začetku, ko je v sistem vbrizgano ozadje (pufrna raztopina in 
substrat ABTS),vrednost upornosti okoli 0, medtem ko z dodatkom zreagirane reakcijske 
mešanice pri 90 s signal naraste na približno 208000 Ohm. S pomočjo enačbe umeritvene 
krivulje z grafa 8 (enačba 7) sem preračunala, da je pri dodatku zreagirane mešanice vrednost 
c (ABTS*) = 21,79 µM.  
 
Glede na preračunane vrednosti in nizko vrednost odstopanja lahko zaključim, da je 
primerljivost konvencionalnega spektrofotometra z ODCube sistemom dovolj natančna za 
nadaljnje meritve v ODCube sistemu.  
 
Med meritvami reakcije v mikropretočnem sistemu, kjer sem v reaktor vodila encimski filtrat 
in substrat ABTS, sem spreminjala volumenski pretok obeh vstopnih raztopin ter s tem 
zadrževalni čas, in spremljala koncentracijo produkta ABTS* na izhodu. Obe raztopini sem v 
mikrokanal vodila z enakim pretokom.  
Predno sem določila parametre za nadaljnje meritve, sem sistem izpostavila različnim, a med 
seboj enakim volumenskim pretokom encimskega filtrata (EA 250 U/L) in ABTS s 





Graf 10: Odvisnost upornosti na fotodiodi v ODCube sistemu od različnega skupnega pretoka substrata in encima z vstopno 
koncentracijo c (ABTS) = 3 mM in EA = 250U/L pri označenih zadrževalnih časih v reaktorju. 
Graf 10 izrisuje spreminjanje upornosti (∆R) v času glede na različni skupni pretok reaktantov. 
Pretok sem spreminjala od zelo počasnega 7,5 µL/min do 100 µL/min, v skupnem torej od 15 
µL/min do 200 µL/min. Pripadajoči zadrževalni časi si tako sledijo od zelo počasnega pretoka 
267 s, 80,4 s, 40,2 s, 27 s do zelo hitrega pretoka, kjer je zadrževalni čas 19,8 s. Med tem sem 
predvsem opazovala, ali sistem kje pušča, kako se odziva na spremembo pretoka in kaj se 
dogaja v območju z zelo visoko koncetracijo in počasnim pretokom. Opazila sem, da je za 
sistem koncentracija ABTS (3 mM) previsoka in pri zelo počasnem pretoku detektor »zabije«. 
Stopničasti prehodi na grafu 10 prikazujejo spremembo v pretoku. S spremembo pretoka sem 
vplivala na krajši zadrževalni čas, ki je naveden nad platoji in posledično na manjšo 
koncentracijo produkta ABTS*. Za lažjo predstavo sem narisala graf 11. Na grafu 11 lahko 
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opazimo, kako se z zniževanjem zadrževalnega časa koncentracija produkta niža. Ker se 
koncentracija produkta zmanjšuje, se tudi intenziteta barve produkta zmanjšuje; s tem je 
upornost na fotodiodi manjša, kar pripelje do padca vrednosti ∆R med platoji, ki se vzpostavijo 
pri različnih zadrževalnih časih. 
 
 
Graf 11: Odvisnost koncentracije produkta ABTS* od zadrževalnega časa pri vstopni koncentracije substrata c (ABTS) = 3 
mM in EA = 250U/L. 
V drugem eksperimentu, ki ga prikazuje graf 12, sem ponovila reakcijo z enakimi pogoji in 
pretoke vodila od 10 do100 µL/min. Med reakcijo sem opazila, da razlike med platoji pri 
različnih zadrževalnih časih niso dovolj velike, kar je razvidno iz grafa 10. Posledično je tudi 
obdelava podatkov po eksperimentu mnogo težja in subjektivna in lahko odčitane vrednosti 
∆R, ki jih iz umeritvene krivulje preračunamo v koncentracije produkta ABTS*, predstavljene 
na grafu 13, variirajo. Mahne razlike pri različnih zadrževalnih časih bi pripisala nabiranju 
encima na stenah mikropretočnega sistema. Za nadaljevanje sem se odločila, da zmanjšam 
koncentracijo vstopnega substrata in encimsko aktivnost ter eksperiment vodim od višjih 




Graf 12 Odvisnost upornosti na fotodiodi v ODCube sistemu od različnega skupnega pretoka substrata in encima z vstopno 
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 39 
 
Graf 13: Odvisnost koncentracije produkta ABTS* od zadrževalnega časa v ODCube sistemu z vstopno koncentracijo c 
(ABTS) = 3 mM in EA = 250U/L. Narejeni sta bili dve ponovitvi, kar predstavljata paralelki 1 in 2. 
V zadnjem eksperimentu sem imela vstopno koncentracijo ABTS substrata 25 µM in aktivnost 
encima 250 U/L. Spremljanje upora v ODCube nam izrisuje graf 14, iz katerega je razvidno, 
kako se upornost spreminja glede na različni skupni pretok substrata in encima. V tokratnem 
eksperimentu sem v izogib nalaganju encima na stenah mikroreaktorja pretoke vodila od 
hitrejših k počasnejšim (od 100 do 40 µL/min) s pripadajočimi zadrževalnimi časi (od 20,1 s 
do 50,1 s). Za primerjavo sem naredila 2 paralelni meritvi pod enakimi pogoji. Z grafa 14 je 
razvidno, da reakcija sledi pričakovanjem, da se z nižanjem pretoka in s tem z daljšanjem 
zadrževalnega časa konverzija zvišuje. To je razvidno tudi iz grafa 15, kjer so prikazane 




Graf 14: Odvisnost upornosti na fotodiodi v ODCube sistemu od različnega skupnega pretoka substrata in encima z vstopno 
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Graf 15: Odvisnost koncentracije produkta ABTS* od zadrževalnega časa v mikroreaktorju z vstopno koncentracijo c(ABTS) = 
25 µM in EA = 250U/L. Narejeni sta bili dve ponovitvi, kar predstavljata paralelki 1 in 2. 
 
5.5 Spremljanje koncentracije raztopljenega kisika pri biotransformaciji v 
pretočnem sistemu 
 
Ker je reakcijska mešanica močno odvisna od prisotnosti kisika in svetlobe, sem med 
meritvami vse dele, ki so izpostavljeni svetlobi in v katerih poteka reakcija, ovila v aluminijasto 
folijo (slika 23). 
 
 
Slika 24: ODCube sistem s cevkami, ovitimi v aluminijasto folijo zaradi svetlobe 
 
Pred reakcijo sem raztopinam izmerila koncetracijo pO2, ki je bila pO2(ABTS) = 93,4 % , pO2(pufer) 
= 93,0 % in pO2 (encimski filtrat) = 92,5 %.  
 
Reakcijski mešanici sem med eksperimentom merila pO2 (graf 16, slika 24) in ugotovila, da 
kisik ni limitni reaktant ter se med reakcijo ne spreminja. Sprembe pri grafu 16 okoli 1000 s se 




























Slika 25: Način merjenja raztopljenega kisika s kisikovo mikroelektrodo po izstopu iz mikroreaktorja 
 
 






































V delu je predstavljena submerzna kultivacija treh različnih gliv (D.squalens, T.versicolor in 
T. gibbosa) z uspešno pridobljenimi encimski filtrati lakaze. Med procesom gojenja je 
razvidno, da na rast in razvoj peletov ključno vpliva količina dodanega vcepka. Na encimsko 
aktivnost lakaz vpliva tudi pH pufrne raztopine. Encimske aktivnosti v uporabljenih filtratih 
kultur različnih gliv so bile: Lac (D.s) = 1800 U/L, Lac (T.v) = 332  U/L in Lac (T.g) = 886 U/L.  
 
Z uspešno integracijo spektrofotometričnega detektorja v mikropretočni sistem sem osvojila 
prvo stopnjo pri nadaljni uporabi detektorja, ki predstavlja pomembno prednost pred 
konvencionalnim spektrofotometričnim merjenjem tovrstne encimske reakcije v kiveti, kjer 
nadzor nad mešanjem, svetlobo in koncentracijo raztopljenega kisika ni mogoč. 
 
Biotransformacija v mikropretočnem sistemu je bila upešna – koncentracija produkta (ABTS*) 
je bila 21,98 µM in primerljiva meritvi s konvencionalnim spektrofotometrom, kjer je bila 
koncentracija produkta (ABTS*) 21,79 µM pri enakem reakcijskem času. 
 
Na osnovi meritev mikroelektrode za merjenje raztopljenega kisika, in-line vezane na izstopu 
iz mikroreaktorja, sem ugotovila, da kisik ni limitni reaktant in da se njegova koncentracija v 
raztopini med reakcijo spreminja v območju eksperimentalnih napak. Zanimivo bi bilo izvesti 
še meritve z različnimi koncentracijami kisika v vstopni raztopini. 
 
Ugotovila sem, da je miniaturiziran spektrofotometrični detektor ODCube izredno natančen in 
linearen glede koncentracije produkta v območju do koncentracije substrata 50 µM, vendar pa 
je za nadaljnjo uporabo v biosenzorskem sistemu potrebno bolj podrobno preučiti sistem 
čiščenja mikropretočnega reaktorja in za doseganje ponovljivosti rezultatov izvesti več 
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